Is Cardiolipin the Target of Local Anesthetic Cardiotoxicity?
INTRODUCTION
Local anesthetics are one of the major components of modern Anesthesiology. Local anesthetic-associated cardiotoxicity is, however, a thorny concern which causes atrioventricular block and asystole threatening the patients' life. While several reports gave a promising view regarding the successful postaccidental resuscitation of local anesthetic cardiotoxicity with intralipid 1-6 , critical debates still exist for this controversial issue [7] [8] [9] [10] [11] [12] . This may be related to unclear mechanisms of action for local anesthetics on cardiac myocytes.
Mitochondrial respiratory chain is the center of energy metabolism in cellular activities by synthesizing adenosine triphosphate (ATP) through oxidative phosphorylation, that can be changed or blocked or even destroyed in numerous pathological conditions. Cumulating evidence indicates that local anesthetics have diverse effects on oxidative phosphorylation in mitochondria largely depending on their chemical structures. Although such strong association between local anesthetic and mitochondria was documented, the precise role for local anesthetics in cardiac mitochondrial oxidative phosphorylation is yet unknown. Given that local anesthetic cardiotoxicity is a key part of their systemic toxicity, it is necessary to explore the potential mechanisms of local anesthetics on mitochondria metabolism in cardiac myocytes.
Cardiolipin, a unique tetra-acyl phospholipid firstly isolated from beef heart in the early 1940s is found almost exclusively in the inner mitochondrial membrane where it is essential for the optimal function of numerous enzymes that are involved in mitochondrial energy metabolism 25 . Alterations in the content and/or structure of cardiolipin have been reported in several tissues in a variety of pathological settings, such as Barth syndrome, ischemia and reperfusion, aging, thyroid status, heart failure, neurodegenerative disease, dietary 18:2 deficiency, chronic ethanol consumption, and diabetes (detailed contents, see review 26). Önyüksel and colleagues showed that bupivacaine, but not lidocaine, interacts avidly and selectively with biomimetic small unilamellar liposomes containing cardiolipin and disrupts their integrity, which suggested that this interaction underlies in part the bupivacaine-induced cardiotoxicity 27 . Cardiolipin functions as a key mediator of mitochondrial metabolism 25 . Considering some previous reports on successful resuscitation after inadvertent intravenous administration of local anesthetics by means of lipid emulsion, we proposed, to this end, that cardiolipin could take an essential part in local anesthetic-induced cardiotoxicity.
We hereby hypothesized that the interaction between cardiolipin and local anesthetics is the underlying mechanism of local anesthetic cardiotoxicity considering a developed computational model.
Local anesthetic cardiotoxicity
The main clinical manifestation of systemic toxic reactions to local anesthetics follows the increasing in blood levels of local anesthetics [28] [29] [30] . Initially, symptoms from central nervous system (CNS) excitation are described including a metallic taste in the mouth, a ringing in the ears, or a circumoral tingling. Progressively, motor twitching in the periphery is followed by grand mal seizures, coma and respiratory arrest. Terminally, cardiac arrhythmia, hypotension, cardiovascular collapse and asystole occur.
Cardiotoxicity is the focus of local anesthetic-associated systemic toxic reactions mainly because the difficulty in achieving success in resuscitation after such an inadvertent accidence. Given the ethical concern, it is nearly impossible to perform clinical studies to clarify the precise association between cardiotoxicity and local anesthetics. Therefore, case reports and case series are the major clinical literatures in assessing the prognosis and frequency of such events. Multiple case reports of cardiac arrest and electrical standstill appeared after local anesthetic toxicity, and a large number were associated with difficult resuscitation, especially in the obstetrical population 31, 32 . To these patients, even a cardiopulmonary bypass was used as a therapeutic choice 33 . Recently, several case reports documented successful resuscitation after lipid emulsion infusion 1,4,5 , whereas its actual role in reducing the mortality has been intensely discussed [7] [8] [9] [10] [11] [12] . However, it is still not an optimistic issue for patients and medical caregivers when using local anesthetics, especially the lipophilic amides, in case of the accidental intravenous injection or large dose of them reaching the toxic levels.
In reality, it is difficult to assess the frequency of local anesthetic-induced cardiotoxcity due to the lack of large-scale and strong evidence-based studies. A theoretic method created by Hanley and Lippman-Hand could estimate the risk of an accidental event that has not occurred in a prospective series 34 , in which the upper limit of the predicted probability with a onesided 95% confidence interval (95% CI) is three to n, where n is the number of observations without an adverse event. For example, if the n = 60, then the maximum risk of cardiotoxicity after systemic toxic reaction would be five per cent.
In consideration of the poor prognosis of local anesthetic cardiotoxicity combining the difficult prediction of the emergence frequency, further studies on the interaction mechanisms between local anesthetics and cardiotoxic reaction are need. Furthermore, theoretic and computational methods may be the better ways when clinical studies are restricted.
Cardiolipin and mitochondrion
Cardiolipin plays a crucial role in the mitochondrial membrane-stabilization, formation of the protein supercomplexes and functioning of respiratory chain. Cardiolipin is required for the electron transfer process in complex I and III of mitochondrial respiratory chain and structural organization of the complexes III and IV into a supercomplex. It stabilizes respiratory chain supercomplexes as well as the individual complexes, and is required to prevent formation of the resting state of cytochrome c oxidase in the membrane. Cardiolipin functions as an effector of activity of a mitochondrial cytochrome p-450 35 , and may contribute to the efficiency of oxidative phosphorylation both by decreasing the distance through which cytochrome c must travel between complexes III and IV as well as placing ADP/ ATP carrier (AAC) in an environment that promotes its optimal activity 36 . In addition, the novel mitochondria-vacuole signaling pathway is mediated by the synthesis of cardiolipin 37 . The mitochondrial creatine kinase, a water-soluble octamer-dimer enzyme bound to the cytoplasmic side of the inner mitochondrial membrane, exerts functions via binding to cardiolipin as its receptor 38 . Taken these information together, cardiolipin has been regarded as the heart of mitochondrial metabolism for the importance of cardiolipin content and composition in various common diseases, such as diabetes and heart failure 25, 39, 40 . This role determined that detailed analyses on cardiolipin are needed for patients suffering from mitochondrial disease with unknown origin, since cardiolipin abnormalities might be their underlying cause.
Local anesthetics and mitochondrion
In in vitro isolated mitochondria, local anesthetics have diverse effects on oxidative phosphorylation depending on their chemical structures, including inhibiting electron transport 13, 14 and F(1) ATPase [15] [16] [17] , affecting transport of ions such as Ca 2+ 18-21 , and causing uncoupling 22, 23 . Terada and colleagues found that the action of bupivacaine on mitochondria was mainly through accelerating the state-four respiration and activating the ATPase without the dissipation of the proton electrochemical potential where lacking hydrophobic anions, i.e., a decoupling action but not uncoupling was brought about 24 . The property of lipid solubility 41 but not the stereospecific effects 42 of lo-cal anesthetics determines their effects on mitochondrial bioenergetics. Ropivacaine is less potent than bupivacaine on mitochondrial bioenergetics due to its lower lipid solubility in isolated rat heart mitochondria and in saponin-permeabilized ventricular fibers, and this cardiac energy metabolism impairment of bupivacaine can be enhanced with chronic hypoxia 43 .
In cell culture, local anesthetics can reach mitochondria and reversibly decrease, or even collapse, their transmembrane potential 44 . The disruption of Ca 2+ homeostasis in vivo has been suggested contributing to the bupivacaine toxicity 45, 46 . Besides, mitochondrial dysfunction results in ATP depletion 47 and in turn is expected to have a major impact on intracellular Ca 2+ homeostasis 48 . In addition, active oxidative metabolism is a key determinant in bupivacaine toxicity, and bupivacaine myotoxicity is a relevant model of mitochondrial dysfunction involving the permeability transition pore (PTP), a cyclosporin A-sensitive inner membrane channel that plays a key role in many forms of cell death, and Ca 2+ dysregulation, and that it represents a promising system to test new PTP inhibitors that may prove relevant in spontaneous myopathies where mitochondria have long been suspected to play a role 49 . Longacting local anesthetics induce marked negative inotropic and lusitropic effects on cardiomyocytes and such effect was mainly because of the impairment of calcium handling 50 . To the regulation of Ca 2+ homeostasis, different local anesthetics possess different functions; bupivacaine, levobupivacaine, and ropivacaine can induce a deleterious effect in mitochondrial energy, though levobupivacaine disturbs Ca 2+ homeostasis in the greatest degree 51 .
Additionally, mitochondrial apoptotic pathway was considered as an essential part in leading to local anesthetic-induced cardiotoxicity. Mitochondrial swelling and oxidation of membrane protein thiol groups were associated with the activation of PTP, which was inhibited by the local anesthetic 52 . DNA fragmentation and DNA "ladder" formation, a typical feature for apoptosis, were induced by dibucaine with half-maximal concentration of 100 µM, and these effects were completely prevented by the unspecific caspase inhibitor z-Val-Ala-Asp-(OMe)-fluoromethylketone, thereby implicating caspase activation in the process 53 . Lidocaine-induced apoptosis was also associated with the mitochondrial caspase pathways 54 . Whether there are any interacting relationship among local anesthetics, caspase activation, apoptosis and cardiac toxic reaction still need further studies.
Recent reports 1-6,55 upon successful resuscitation with lipid emulsion after local anesthetic-induced cardiac collapse proposed that lipid metabolism might take a crucial part in explaining the mechanisms of the successfully resuscitated heart. Fatty acid metabolism was shown to predispose the isolated heart to bupivacaine toxicity, which confirmed that the local anesthetic exerts specific effects on lipid processes in cardiomyocytes 56 . Given the mitochondrion is the major compartment of lipid metabolism in living cells, and the socalled activation of fatty acids that is the obligatory step in fatty acid metabolism occurs partly in the outer mitochondrial membrane (for long-chain fatty acids) or in the mitochondrial matrix (for medium-chain fatty acids), the abnormal metabolism of fatty acids in heart mitochondria after local anesthetics overdosage should be explored in depth.
Local anesthetics and cardiolipin
Cardiolipin as described above has been recognized as a key mediator of the mitochondrial oxidative phosphorylation [35] [36] [37] [38] , phospholipid metabolism [57] [58] [59] , and cellular apoptosis 60, 61 . The in vitro study found that bupivacaine interacts selectively with biomimetic small unilamellar liposomes containing cardiolipin and disrupts the liposome integrity, suggesting that the bupivacaine-cardiolipin interaction might be the underlying mechanism of bupivacaine-induced cardiotoxicity 27 . In addition to this implication, further investigations proved indirectly that (i) anionic, pegylated liposomes (polyethylene glycol (PEG) attached, at one end of the polymer chain, to the surface of liposomes) exhibit high binding for bupivacaine 1 , (ii) liposomes containing cardiolipin possess property of membrane fluidity 62 , (iii) local anesthetics accelerate the water permeability by destabilizing the membrane structure and this effect was governed by the hydrophobicity of the anesthetics 63 , and (iv) a minimal Ca 2+ concentration is required for the fusion of large (0.1 µm) unilamellar cardiolipin/phosphatidylcholine (1:1) vesicles monitored by the mixing of the aqueous contents 64 . Currently, local anesthetics are used as model drug compounds when investigating the mechanism of drug release from oil suspensions in vitro 65 , whereas the cardiotoxicity of local anesthetics evoked by interacting with mitochondrial cardiolipin or not is yet to be known. Besides, whether such theoretic interaction between the local anesthetic and cardiolipin played an expected role in local anesthetic-induced cardiac toxic reaction, it has to be explored in depth with experiments and theoretic models.
Hypothesis -the interacting model of cardiolipin and local anesthetics
Interacting model established by using computational theories became one of the pivotal means of theoretic biology. Cardiolipin-related interaction models have been developed such as the investigation of cardiolipin and its effect on the structure of lipid bilayers with molecular dynamics computer simulations 66 , the formation of the cytochrome c-cardiolipin complex by ionic strength 67 , mathematical model of pattern formation of molecular species of mitochondrial cardiolipin 58 , and cardiolipin's electrostatic locking role in the Bax-alpha1 targeting sequence interact with mitochondrial membranes 68 . While numerous models of cardiolipin has been developed, the interacting model of the local anesthetic with cardiolipin has so far not been established especially when discussing the negative effect of local anesthetics on cardiac activity.
Muhonen et al. studied the interactions between local anesthetics and lipid dispersions using liposome electrokinetic capillary chromatography (LEKC), and found that all tested anesthetics (bupivacaine, lidocaine and prilocaine) that once attached to negatively charged cardiolipin molecules in the liposomes by electrostatic forces could not be released from the intralipid particles anymore 69 . Even so, the precise interacting relation between local anesthetics and cardiolipin is still not known. Methods used in computational biology, such as molecular docking and packing, quantitative structure-activity relationships (QSAR), Monte Carlo simulated annealing approach, structural bioinformatics, pharmacophore modeling, and signal peptide prediction, among others, can effectively provide bioinformation and insights into corresponding molecule-molecule interactions. Herein we hypothesized that the interacting model between the local anesthetic and mitochondrial cardiolipin suggests a key role in determining the cardiac toxic reaction of local anesthetics, and such model can be developed with aforementioned methods to predict the cardiotoxicity of the local anesthetic.
CONCLUDING REMARKS AND CLINICAL IMPLICATIONS
Not merely the inadvertent injection of local anesthetics into blood vessels, but the sustained and prolonged duration of local anesthesia 70 can result in toxic reaction. How to reduce or prevent the local anesthetic-induced cardiotoxicity is an essential issue for clinical professionals when they used local anesthetics routinely. Nonetheless, under the condition of effectively preventive strategic guidelines, the reliability and safety of drugs to reverse the cardiotoxic reaction are very important in the event of an accident. It is necessary a detailed and clear understanding of the underlying mechanisms of local anesthetic cardiotoxicity.
In view of recently reported successful cases resuscitated with intralipid administration 1-6 ; the facts related to a mitochondrial dysfunction during local anesthetic cardiotoxicity [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [44] [45] [46] [47] [48] [49] [50] [51] , and the key role of cardiolipin in mitochondrial functioning [35] [36] [37] [38] [39] [40] , we therefore propose that the interaction between the local anesthetic and cardiolipin determines the toxic effect of local anesthetics on cardiomyocytes by interfering with the mitochondrial energy metabolism. This interaction model can be produced with methods of theoretic and structural biology which gives insights of the potential interacting relation and clues for designing interventional drugs for such inadvertent events. Justificativa e objetivos: Os anestésicos locais são amplamente utilizados na prevenção ou na reversão de dor aguda e no tratamento de dor crônica. A reação de cardiotoxicidade induzida pelos anestésicos locais é um evento acidental sem terapia farmacológica, exceto a infusão de intralípides relatados recentemente cujo mecanismo de ação ainda não é bem compreendido.
Conteúdo:
A cardiolipina, um fosfolipídio aniônico, desempenha papel relevante na determinação de reação respiratória mitocondrial, metabolismo de ácidos graxos e apoptose celular. A disfunção do metabolismo energético mitocondrial é sugerida em associação com a cardiotoxicidade dos anestésicos locais, a partir de um estudo in vitro de que ela talvez se deva a fortes ligações eletrostáticas entre os anestésicos locais e a cardiolipina na membrana mitocondrial. Não há, contudo, evidência experimental. Portanto, levantamos a hipótese de que as interações anestésico-cardiolipina sejam o principal determinante associado à reação de cardiotoxicidade, o que pode ser estabelecido com a adoção de métodos teóricos e biológicos estruturais. Esse modelo de interação nos daria uma pista sobre o mecanismo da cardiotoxicidade dos anestésicos locais, visando a futuras pesquisas na área de desenvolvimento de fármacos de prevenção a esse evento na prática clínica.
Conclusões:
A interação entre a cardiolipina mitocondrial e os anestésicos locais pode ser a principal fonte de sua cardiotoxicidade, em função de seus efeitos sobre o metabolismo energético e o estado eletrostático. 
INTRODUÇÃO
Os anestésicos locais representam a maior contribuição da Anestesiologia moderna. Entretanto, a cardiotoxicidade associada aos anestésicos locais é uma grande preocupação, pois causa bloqueio atrioventricular e assistolia, com grande risco à vida do paciente. Enquanto diversos relatos têm proporcionado uma visão promissora em relação à reanimação pós-acidental da cardiotoxicidade com intralípides 1-6 , ainda existem debates a respeito desse assunto controverso 7-12 . Tudo isso se deve, principalmente, à falta de conhecimento dos mecanismos dos anestésicos locais nos miócitos cardíacos.
A cadeia respiratória mitocondrial é o centro do metabolismo energético nas atividades celulares, por meio da síntese de trifosfato de adenosina (ATP) pela fosforilação oxidativa, o qual é alterado, bloqueado ou destruído em várias condições patológicas. As evidências revelam que os anestésicos locais apresentam diversos efeitos na fosforilação oxidativa mitocondrial, amplamente dependente de sua estrutura quí-mica. Embora se tenha encontrado essa associação entre os anestésicos locais, o papel exato dos anestésicos locais na fosforilação oxidativa mitocondrial car día ca ainda é desconhecido. Já que a cardiotoxicidade dos anestésicos locais é o ponto principal de sua toxicidade sistêmica, é necessário investigar os mecanismos potenciais dos anestésicos locais nas mitocôndrias dos miócitos cardíacos.
A cardiolipina, um fosfolipídio treta-acil único, inicialmente isolado no coração bovino no início da década de 1940, encontra-se quase exclusivamente na membrana mitocondrial interna, onde é essencial para a função ótima de numerosas enzimas envolvidas no metabolismo energético mitocondrial 25 . Alterações no conteúdo e/ou estrutura da cardiolipina têm sido reportadas em diversos tecidos, em vários estados patológi-cos, como síndrome de Barth, isquemia e reperfusão, envelhecimento, estado da tireoide, insuficiência car día ca, doença neurodegenerativa, deficiên cia dietética 18:2, alcoolismo crônico e diabetes (para maiores detalhes, veja a Revisão nº 26 da bibliografia). Önyüksel e col. provaram que a bupivacaína, mas não a lidocaína, interage ávida e seletivamente com pequenos lipossomos unilamelares biomiméticos que contêm cardiolipina, o que altera sua integridade e sugere que essa interação é parcialmente responsável pela cardiotoxicidade da bupivacaína 27 . Cardiolipina é o principal mediador do metabolismo mitocondrial 25 . Considerando alguns relatos recentes da reanimação bem-sucedida após administração endovenosa inadvertida de anestésicos locais usando emulsão de intralípides, propomos que a cardiolipina desempenha papel essencial na cardiotoxicidade dos anestésicos locais.
Assim, lançamos a hipótese de que a interação anestésico local-cardiolipina é o mecanismo fundamental responsável pela cardiotoxicidade considerando métodos computacionais.
Cardiotoxicidade dos anestésicos locais
As principais manifestações clínicas das reações de toxicidade sistêmica dos anestésicos locais seguem o aumento dos níveis sanguíneos desses fármacos [28] [29] [30] . Inicialmente, são descritos sintomas de excitação do sistema nervoso central (SNC), incluindo gosto metálico, zumbido nos ouvidos ou formigamento perioral. Aos poucos, surgem espasmos musculares periféricos, seguidos de convulsões, coma e insuficiência respiratória; e, finalmente, arritmias car día cas, hipotensão arterial, colapso cardiovascular e sístole.
A cardiotoxicidade é o foco das reações sistêmicas associadas aos anestésicos locais notadamente devido aos insucessos de reanimação após tais eventos de intoxicação. Em virtude de limitações éticas, é praticamente impossível realizar estudos clínicos em grande escala para esclarecer a associação precisa entre cardiotoxicidade e anestésicos locais. Portanto, relatos de casos e séries de casos representam a principal fonte sobre o prognóstico e a fre quên cia desses eventos. Houve diversos relatos de casos de parada car día ca e assistolia ventricular após toxicidade sistê-mica decorrente da administração de anestésicos locais, e um grande número estava relacionado com reanimação difícil, especialmente na população obstétrica 31, 32 . Nesses pacientes, usou-se até mesmo circulação extracorpórea 33 . Recentemente, ocorreram diversos casos de reanimação bem-sucedida com a emulsão de lipídios 1,4,5 , e seu real papel na redução da mortalidade foi amplamente discutido 7-12 . Até o momento, a utilização de anestésicos locais ainda não é um assunto otimista para pacientes e médicos, especialmente as amidas lipofílicas, em casos de injeção endovenosa acidental ou de uma dose elevada absorvida pelo sangue que atinge níveis tóxicos. Na realidade, é difícil avaliar a fre quên cia da cardiotoxicidade dos anestésicos locais devido à falta de estudos em grande escala bem como baseados em evidências. Um método teórico criado por Hanley e Lippman-Hand pode estimar o risco de um evento acidental, o que não foi feito em séries prospectivas 34 . O limite superior da probabilidade prevista com um intervalo de confiança de 95% (IC95%) unilateral foi de três para n, em que n é o número de observações sem evento adverso. Por exemplo, se n = 60, o risco máximo de cardiotoxicidade após uma reação sistêmica tóxica seria de 5%.
Com relação ao prognóstico sombrio da toxicidade dos anestésicos locais, combinado com a dificuldade de prever a fre quên cia do surgimento, é necessário realizar estudos sobre os mecanismos da interação dos anestésicos locais e reações de cardiotoxicidade. Além disso, métodos teóricos e computacionais podem ser a melhor alternativa quando há restrição dos estudos clínicos.
A cardiolipina e a mitocôndria
A cardiolipina desempenha importante papel na estabilização da membrana, formação de supercomplexos de proteí-na e funcionamento da cadeia respiratória. A cardiolipina é necessária para o processo de transferência de elétrons nos complexos I e III da cadeia respiratória mitocondrial e para a organização estrutural dos complexos III e IV em um supercomplexo. Ela estabiliza os supercomplexos, assim como os complexos individuais, sendo necessária para prevenir a formação do estado de repouso de citocromo c oxidase na membrana. A cardiolipina funciona como um efetor da atividade do citocromo p-450 mitocondrial 35 e pode contribuir para a eficiência da fosforilação oxidativa por meio da distância que o citocromo c deve percorrer entre os complexos III e IV, assim como colocar o carreador de ADP/ATP (AAC) em um ambiente que promove sua atividade ótima 36 . Além disso, a nova via de sinalização mitocôndria-vacúolo é mediada pela síntese de cardiolipina 37 . A creatina quinase mitocondrial, uma enzima hidrossolúvel octâmero-dímero ligada ao lado citoplasmático da membrana mitocondrial interna, exerce sua função por meio da ligação à cardiolipina 38 . Considerando-se tudo isso, a cardiolipina tem sido considerada o centro do metabolismo mitocondrial, pela importância do conteúdo de cardiolipina e a presença em várias doen ças, como o diabetes e a insuficiência car día ca 25, 39, 40 . Tal papel promove a necessidade de investigar detidamente a cardiolipina em caso de pacientes com doen ça mitocondrial de origem desconhecida, uma vez que anormalidades nessa substância podem representar a principal causa. Vol 
Anestésicos locais e a mitocôndria
Em mitocôndrias isoladas in vitro os anestésicos locais apresentam diversos efeitos na fosforilação oxidativa, dependendo de sua estrutura química, incluindo a inibição do transporte de elétrons 13, 14 e (F1) ATPase [15] [16] [17] , afetando o transporte de íons, como o Ca 2+ 18-21 , e causando desacoplamento 22, 23 . Terada e col. observaram que a ação da bupivacaína na mitocôndria se dá, principalmente, por meio da aceleração do estágio quatro da respiração, ativando a ATPase sem a dissipação do próton eletroquímico potencial onde há falta de ânions hidrofóbicos, ou seja, uma ação de desacoplamento mas sem desacoplamento 24 . A lipossolubilidade 41 , mas não o efeito de estereoespecificidade 42 dos anestésicos locais, determina seus efeitos na função bioenergética da mitocôn-dria. A ropivacaína tem menos potência do que a bupivacaína na função bioenergética da mitocôndria, devido à menor lipossolubilidade comparada à bupivacaína na mitocôndria isolada do coração do rato e em fibras ventriculares permeabilizadas por saponina e essa alteração do metabolismo energético da bupivacaína pode ser aumentada na existência de hipóxia crônica 43 .
Em células em cultura, os anestésicos locais podem alcançar a mitocôndria e reduzir de forma reversível, ou até mesmo levar ao colapso, seu potencial transmembrana 44 . A alteração da homeostasia do Ca 2+ in vivo tem sido apontada como fator contribuinte para a toxicidade da bupivacaína 45, 46 . Além disso, a disfunção mitocondrial resulta na depleção de ATP 47 e, por sua vez, espera-se que tenha maior impacto na homeostasia intracelular de Ca 2+ 48 . Além disso, o metabolismo oxidativo ativo é um determinante essencial na toxicidade da bupivacaína. A miotoxicidade da bupivacaína é modelo relevante para a disfunção mitocondrial envolvendo o poro de transição de permeabilidade (PTP), um canal da membrana interna sensível à ciclosporina A que desempenha papel relevante em muitos tipos de morte celular, e para a desregulação do Ca 2+ . Isso representa um sistema promissor para testar novos inibidores do PTP que podem ser relevantes em miopatias espontâneas nas quais, há muito, se suspeita da importância da mitocôndria 49 . Os anestésicos locais de longa duração induzem efeitos inotrópico e lusitrópico negativo nos miócitos cardíacos e esse efeito decorre, principalmente, da deficiên cia na manutenção do cálcio 50 . Na homeostasia do Ca 2+ , anestésicos locais diferentes apresentam níveis diferentes; a bupivacaína, a levobupivacaína e a ropivacaína podem induzir efeito deletério na energia mitocondrial, embora a levobupivacaína altere ao máximo a homeostasia do Ca 2+ 51 .
Além disso, a via apoptótica mitocondrial foi considerada parte essencial na cardiotoxicidade dos anestésicos locais. O edema mitocondrial e a oxidação do grupo tiol das proteínas da membrana estão associados à ativação do PTP, o qual é inibido pelos anestésicos locais 52 . A fragmentação do DNA e a formação em escada desses fragmentos -uma característica típica da apoptose -são induzidas pela dibucaína na metade da concentração de 100 µM, e esses efeitos são completamente prevenidos pelo inibidor não específico da caspase z-Val-Ala-Asp-(OMe)-fluoroetil cetona, o que implica a ativação da caspase nesse processo 53 . A apoptose induzida pela lidocaína também está associada com as vias mitocondriais das caspases 54 . A interação entre anestésicos locais, ativação da caspase, apoptose e reação car día ca tóxi-ca ainda precisa ser confirmada por estudos adicionais.
Relatos recentes 1-6,55 da ressuscitação bem-sucedida do colapso cardíaco induzido por anestésicos locais com emulsão de lipídios propuseram que o metabolismo lipídico pode ter papel crucial, explicando, parcialmente, os mecanismos dessa reanimação. Demonstrou-se que o metabolismo dos ácidos graxos predispõe o coração isolado à toxicidade causada pela bupivacaína, confirmando que os anestésicos locais exercem efeitos específicos nos processos lipídicos em miócitos cardíacos 56 . Como as mitocôndrias são o principal compartimento do metabolismo lipídico nas células vivas e a ativação dos ácidos graxos como etapa obrigatória do seu metabolismo ocorre parcialmente na membrana mitocondrial externa (para os ácidos graxos de cadeia longa) ou na matriz mitocondrial (para ácidos graxos de cadeia média), o metabolismo anormal dos ácidos graxos nas mitocôndrias car día cas após super dosagem de anestésicos locais deve ser explorado em profundidade.
Anestésicos locais e cardiolipina
Como já descrito, tem-se reconhecido a cardiolipina como o principal mediador da fosforilação oxidativa mitocondrial [35] [36] [37] [38] , do metabolismo dos fosfolipídios [57] [58] [59] e da apoptose celular 60, 61 . O estudo in vitro observou que a bupivacaína interage seletivamente com pequenos lipossomos biomiméticos unilamelar contendo cardiolipina, destruindo sua integridade e sugerindo que a interação bupivacaína-cardiolipina pode ser o mecanismo responsável pela cardiotoxicidade desse fármaco 27 . Além dessa implicação, outros estudos provaram, indiretamente, que (i) os lipossomos aniônicos peguilados (minúsculas esferas de gordura revestidas por uma substância química denominada polietilenoglicol) exibem grande afinidade para a bupivacaína 1 , (ii) lipossomos contendo cardiolipina têm propriedade de fluidez da membrana 62 , (iii) anestésicos locais aceleram a hidrossolubilidade ao desestabilizar a estrutura da membrana e esse efeito é governado pela hidrofobicidade desses fármacos 64 e (iv) uma concentração mínima da Ca 2+ é necessária para a fusão de ve sículas grandes (0,1 µm) unilamelares cardiolipina-fosfatidilcolina (1:1) monitoradas pelo turbilhonamento do conteúdo aquoso 64 . Atualmente, os anestésicos locais são utilizados como compostos modelo na investigação in vitro do mecanismo da liberação de fármacos de suspensões de óleo 65 , enquanto a cardiotoxicidade desses fármacos evocada pela interação com a cardiolipina mitocondrial ainda é desconhecida. Além disso, ainda é necessário explorar mais a fundo, em estudos experimentais e modelos teóricos, para confirmar se essa interação em tese entre os anestésicos locais e a cardiolipina desempenha papel importante na cardiotoxicidade desses fármacos.
Hipótese -o modelo de interação entre cardiolipina e anestésicos locais
O modelo de interação estabelecido com a adoção de teorias computacionais tem-se tornado uma das ferramentas mais importantes na biologia teórica. Modelos relacionados à interação com a cardiolipina têm sido desenvolvidos de modo a investigar os efeitos dessa substância na estrutura de membranas lipídicas duplas com simulações computacionais dinâ-micas 66 , na formação do complexo citocromo c-cardiolipina pela força iônica 67 , nos modelos matemáticos do padrão de formação molecular da cardiolipina mitocondrial 58 e o papel da blindagem eletrostática na sequência Bax-alfa1 interage com as membranas mitocondriais 68 . Enquanto numerosos modelos de cardiolipina foram desenvolvidos, o modelo da interação dos anestésicos locais com a cardiolipina ainda não foi estabelecido, especialmente ao se discutirem os efeitos negativos desses fármacos na atividade car día ca.
Muhonen e col. estudaram as interações entre os anesté-sicos locais e a dispersão de lipídios usando cromatografia eletrocinética capilar (MECC) de lipossomo e observaram que todos os anestésicos investigados (bupivacaína, lidocaína e prilocaína) que se ligavam a moléculas da cardiolipina com carga negativa nos lipossomos por meio de forças eletrostáticas não mais podiam ser liberados das partículas intralipídicas 69 . Todavia, ainda não se conhece a exata relação de interação entre os anestésicos locais e a cardiolipina. Métodos utilizados em biologia computacional, como atracamento e empacotamento molecular, relacionamentos quantitativo estrutura-atividade (QSAR), abordagem de simulated annealing de Monte Carlo, bioinformática estrutural, modelamento farmacóforo e predição de sinalização de peptídeo, entre outros, podem fornecer bioinformação sobre interações molécula-molécula correspondentes. Assim, formulamos a hipótese de que o modelo de interação entre os anestésicos locais e a cardiolipina apresenta papel relevante na determinação de sua cardiotoxicidade e que esse modelo pode ser desenvolvido com os métodos mencionados para prever a cardiotoxicidade dos anestésicos locais, se existirem.
CONCLUSÕES E IMPLICAÇÕES CLÍNICAS
A cardiotoxicidade dos anestésicos não é causada apenas pela injeção intravascular acidental, mas também pela duração sustentada e prolongada da anestesia local 70 . A forma de reduzir ou prevenir essa cardiotoxicidade é assunto essencial para os profissionais que usam, rotineiramente, os anestésicos locais. No entanto, sob condições de estratégias preventivas eficazes em diretrizes estritas, a confiabilidade e segurança de fármacos utilizados na reanimação e reversão da cardiotoxicidade são muito importantes se houver um acidente. É preciso, ainda, ter um entendimento detalhado e claro dos mecanismos da cardiotoxicidade dos anestésicos locais.
Em virtude dos relatos recentes de ressuscitações bem-sucedidas com a administração de intralipídios 1-6 , associados a fatos importantes da disfunção mitocondrial na cardiotoxicidade dos anestésicos locais [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [44] [45] [46] [47] [48] [49] [50] [51] e ao papel fundamental da cardiolipina no funcionamento mitocondrial [35] [36] [37] [38] [39] [40] , propomos que a interação entre os anestésicos locais e a cardiolipina determina o efeito tóxico desses fármacos nos miócitos cardíacos, interferindo no metabolismo energético mitocondrial. Esse modelo de interação pode ser produzido com métodos de biologia teórica e estrutural, fornecendo pistas para o desenvolvimento de fárma-cos destinados ao tratamento desses eventos.
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